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不 同 粗饲料 条 件 下 梅花 庵 瘤胃 甲烷 菌 结构 的 比较 分 析 
AB XIN TER 鲍 HO AE" 


(中 国 农业 科学 院 特产 研究 所 经 济 动物 研究 室 ， 长 春 130112) 
摘 要 :本 研究 则 在 基于 高 通 量 测序 技术 分 析 比 较 采 食 3 种 常见 粗饲料 梅花 鹿 瘤 胃 甲 烷 菌 结 
构 。 选 取 3 只 2 岁 龄 的 装 有 永久 性 瘤胃 瘘管 的 成 年 雄性 梅花 鹿 为 研究 对 象 ， 采 用 3x3 拉丁 


方 设 计 ， 分 别 饲 喂 以 杆 树 叶 《〈OL 组 )、 玉 米 秸秆 (CS 组 ) 和 玉米 青贮 〈CI 组 ) 为 主要 粗 饲 


| 


料 的 饲 粮 。 预 试 期 1 周 , 正 试 期 为 4 周 。 采 用 引物 A519F, A976R 扩 增 瘤胃 甲烷 菌 16S rRNA 


基因 V3~V4 区 , 基于 Ilumina Miseq PE250 平台 进行 测序 。 结 果 表 明 : 9 个 样本 共 获 得 600 


352 条 高 质量 的 甲烷 菌 16S rRNA 基因 序列 ， 基 于 97% 相 似 性 共 归 为 111 个 分 类 操作 单元 


(OTU). Z8 mEt% (Good’s overage) 表明 本 试验 样品 覆盖 了 瘤 肯 99% 的 甲烷 菌 。 分 类 分 


析 结 果 表 明 Methanobrevibacter spp.[OL 组 : (97.80+6.00) 96; CS 2H: (97.10+1.50) 95; CI 


ZH: (87.5025.50) %] 是 梅花 鹿 瘤 胃 优 势 甲 烷 菌 ， 但 采 食 3 种 粗饲料 梅花 谭 瘤 胃 甲 烷 菌 在 种 


水 平 的 分 布 有 差异 。CI 组 Methanosphaera stadtmanae 相对 丰 度 显著 高 于 OL 组 与 CS 组 


(P<0.05). OL 组 与 CI 组 Methanobrevibacter millerae 相对 丰 度 高 于 CS 组 (P>0.05), OL 


组 与 CS 组 Methanobrevibacter boviskoreani 丰 度 高 于 CI 组 CP>0.05)， 而 CS 组 与 CI 组 
Methanobrevibacter olleyae 相对 丰 度 高 于 OL 组 (P>0.05 . AW 2G AE, Methanobrevibacter spp. 
Fe Hee ROI DLA AGC o 


关键 词 : MECERE; "Gita; Methanobrevibacter spp.; 粗饲料 


HG, $852.6 。 ”文献 标识 码 ，A 文章 编号 ; 
甲烷 是 一 种 与 全 球 气候 变化 密切 相关 的 温室 气体 。 据 统计 , 畜牧 业 贡献 了 全 球 9% 一 18% 
的 温室 气体 排放 ， 其 中 反刍 动物 排放 占有 率 为 80%， 同 时 反刍 动 物 的 甲 烧 形成 过 程 也 导致 
机 体 损失 2% 一 12% 的 净 能 量 02。 因 此 ， 反 刍 动 物 的 甲烷 排放 越 来 越 受 到 人 们 的 关注 。 对 反 
动物 而 言 , 甲烷 主要 是 由 瘤胃 甲烷 菌 利用 饲料 消化 过 程 中 所 产生 的 中 间 代 谢 产物 , 如 氢气 、 
甲酸 、 甲 醇 及 甲 胺 等 ， 还 原 二 氧化 碳 而 生成 的 。 因 此 ， 研 究 反刍 动物 瘤胃 甲烷 菌 结构 能 够 为 


hy 


= 
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甲烷 调控 提供 依据 。 梅 花 鹿 〈Cervaus nippon) 是 我 
成 年 梅花 鹿 的 3 


种 反刍 


于 了 解 甲烷 菌 在 梅花 鹿 瘤 骨 生 态 中 的 作用 。 目 
动物 瘤胃 甲烷 菌 结构 , 结果 表明 宿主 特异 怕 


素 B。 本 实验 室 前 期 和 


而 瘤胃 细菌 是 为 甲烷 菌 生 长 提供 底 物 的 一 类 重要 微生物 。 因 


ChinaXiv 合 作 期 刊 


国 的 一 种 珍稀 名 贵 鹿 科 反刍 动物 ， 鹿 昔 是 
E 要 产品 ， 具 有 很 高 的 药 用 经 济 价值 。 因 此 , 研究 梅花 鹿 瘤 角 甲 烷 菌 结构 有 助 


前 , 国内 外 学 者 基于 非 培 养 技 术 已 经 研究 了 多 


g 


E T fé xe RAA EJ P bl 2 PA ES) 7 DA] 


SUBE IKE (Prevotella spp.) 是 梅花 鹿 瘤 肯 优 势 细 菌 口 ， 


此 , 梅花 庵 瘤胃 可 能 栖息 着 独特 


的 甲烷 菌 群落 结构 。 男 外 ,， 饲 粮 组 成 也 显著 影响 着 瘤胃 甲烷 菌 组 成 及 丰 度 。 玉 米 秸秆 和 玉米 


青贮 是 家 养 梅 花 鹿 常 用 


料 。 本 实验 室 前 期 研究 发 现 富 仿生 
结构 咽 。 这 表明 采 食 梓 树 叶 、 玉 米 和 秸秆 和 玉米 青贮 这 3 种 粗饲料 的 梅花 鹿 的 瘤胃 甲烷 菌 结构 
究 拟 对 采 食 上 述 3 种 粗饲料 的 梅花 鹿 的 瘤胃 


可 能 有 所 不 同 。 
FH a OTE I oe Si 
1 材料 与 方法 


分 析 ， 


Al, Ah 


1.1 试验 动物 及 样品 采集 
选取 3 只 2 周岁 的 装 有 永久 性 瘤胃 瘘管 的 成 年 雄性 梅花 庵 为 研究 对 象 ,平均 体重 120 kg, 


单 只 和 


圈 饲 养 于 中 


Hen. 


烧 产 量 并 影响 其 瘤胃 甲烷 菌 


=H 


粗饲料 , FERTIER EP HEA E SOUCI — Rb AT A 
ET BEATE ERA H 


FP 烷 菌 结构 进行 比较 


国 农业 科学 院 特产 研究 所 营 鹿 试验 基地 。 采 用 3x3 拉丁 方 设计 ，3 只 试验 


动物 分 别 饲 喂 以 杆 树 叶 《〈OL 组 )、 玉 米 秸秆 (CS 组 ) 和 玉米 青贮 (CI 组 ) 为 粗饲料 的 饲 粮 ， 


每 只 梅花 鹿 每 天 饲 喂 相同 精 饲 料 2.0 kg， 粗 饲料 在 饲 粮 中 约 占 50%〔 干 物质 基础 )， 饲 料 组 
成 及 营养 水 平 见 表 1。 试 验 动 物 每 天 定时 定量 饲 喂 2 次 ， 自 由 饮水 。 


料 预 饲 1 周 ， 正 试 期 为 4 周 。 试 验 期 末 通 过 瘤 | 


盒 中 迅速 带 回 实验 室 ， 保 存 于 -80 CEH. 


Table 1 


JWE Items 


原料 Ingredients 


玉米 粉 Corn flour 


de 1l 饲 粮 组 成 及 


OL 


32.25 


JIE 


营养 水 平 ( 风 干 基础 ) 


组 别 Groups 


CS 


32.25 


每 只 试验 动物 每 种 粗 饲 
瘘管 采集 瘤胃 内 容 物 ( 约 为 200 g)， 置 于 冰 


Composition and nutrient levels of the diet (air-dry basis) % 


CI 


32.25 


豆粕 Soybean meal 9.85 9.85 9.85 


玉米 干 酒糟 及 其 可 深 物 6.40 6.40 6.40 
Corn DDGS 

食盐 NaCl 0.50 0.50 0.50 
预 混 料 Premix” 1.00 1.00 1.00 
FERT Oak leaf 50.00 

玉米 秸秆 Corn stover 50.00 

玉米 青贮 Com silage 50.00 
合计 Total 100.00 100.00 100.0 


营养 水 平 Nutrient levels? 


代谢 能 ME/ (MJ/kg) 13.24 13.54 12.97 
粗 蛋 白质 CP 17.25 14.53 15.26 
中 性 洗涤 纤维 NDF 30.50 41.88 39.87 
钙 Ca 0.91 0.98 1.13 
i TP 0.46 0.47 0.61 


1 每 千克 预 混 料 中 含有 Contained the following per kg of premix: MgO 7.6 g, ZnSO4 3.6 g, 
MnSO4.H2O 4.3 g, FeSO4-H50 5.3 g, NaSeO3 3.1 g, CaHPO4 517 g, VA 248 400 IU, VB; 0.0 


092 g, VB» 0.069 g, VB12 0.138 mg, VD; 496.8 IU, VE 82.8 IU, VK; 0.023 g, 叶酸 folic acid 


2.3 mg, ZRP calcium pantothenate 115 g， 烟 酸 nicotinic acid 0.162 g. 


? 实测 值 Measured values. 


12 瘤胃 内 容 物 总 基因 组 DNA 提取 


采用 珠 磨 与 QIAGEN 试剂 盒 相 结合 的 方法 提取 瘤 骨 内 容 物 总 基因 组 DNA。 上 其 体 方 法 如 


下 : 称 取 约 0.2g 瘤 肯 内 容 物 至 灭 苗 后 的 离心 管 中 , 加 入 约 0.7 g 直径 为 0.2 mm 的 硅 珠 和 1.4 


mLASL 溶液 ， 混 合 样品 迅速 置 于 FastPrep®-24 (MP Biomedicals) 以 6.5 m/s 的 速度 振荡 45 


s， 之 后 按照 数 便 基因 组 DNA 试剂 盒 说 明 进 行 操 作 。 


1.3 PCR 扩 增 与 IIumina Miseq 测序 


采 用 引物 ASI9F ( 5-CAGCMGCCGCGGTAA-3” ) 和 A976R 


85 


86 


"adl ees T INPS 
C hinaA IVa 


(5--CCGGCGTTGAMTCCAATT-3^) 中 扩 增 甲烷 菌 16S rRNA 基因 V3~V4 [X . PCR 产物 


纯化 后 送 至 上 海 美 吉 生 物 医药 科技 有 限 公司 进行 PCR 产物 定量 、DNA 序列 修饰 、 文 库 构建 


及 Illumina Miseq PE250 平台 测序 。 


1.4 数据 处 理 与 生物 信息 学 分 析 

对 双 端 测序 对 原始 数据 进行 质量 控制 ， 舍 弃 低 质 量 序 列 (50 个 连续 碱 基 平 均 质量 <25、 
序列 长 度 <50 的 序列 )。 采 用 软件 Flash 连接 通过 质量 控制 的 序列 对 应 的 两 端 序列 〔 错 配 率 
为 0), 获得 分 析 序 列 。 采 用 QIIME1.7.0 软件 包 分 析 梅 花 鹿 瘤胃 甲烷 菌 多 样 性 名 ,根据 barcode 
音 恩 对 序列 进行 拆 分 ， 同 时 根据 以 下 条 件 剔 除 低 质量 序列 : 1) 序列 最 短 长 度 为 400 bp, 


MN 


ll 


长 长 度 为 500 bp; 2) 50 个 连续 碱 基 最 低 质 量 为 25; 3) barcode 序列 最 大 错误 数 为 0;，4) 


序列 中 同 聚 物 最 大 长 度 为 6; 5) 引物 错 配 率 为 0。 采 用 Usearch61 根据 97% 序 列 相似 性 将 所 


有 序列 归 为 操作 分 类 单元 (operational taxonomic unit, OTU) 01, OTU 代表 序列 与 Greengenes 
数据 库 00 进 行 PyNAST 比 对 ， 采 用 Chimera Slayer HERRA, ARED HME 5 
个 样品 中 的 OTU 序列 构建 OTU 表 。 选 取 每 个 OTU 代表 序列 ， 利 用 Blast 程序 在 NCBI 中 
搜索 相似 性 最 高 序列 ,对 OTU 序列 进行 分 类 。 采用 QIME1.7.0 软件 包 计算 菌 群 丰富 度 指数 


(Chaol #8 2). 78 n5 HE dH Bl ( Good's coverage) 及 多 样 性 指数 [香农 - 威 纳 指数 


CShannon-Wiener) 指数 和 辛普森 (Simpson) 指 数 ][。 


LAR AE (Aquifex pyrophilus) 为 外 群 ， 选 取 21 种 甲烷 菌 16S rRNA 基因 序列 和 所 有 


OTU 代表 序列 ， 利 用 MEGA 5.05 软件 中 的 ClustalW 比 对 后 输出 为 同一 长 度 序 列 ， 利 用 


Kimura-two 参数 和 矩阵 模型 和 邻接 (neighbor-joining, NJ) 法 进行 系统 发 育 分 析 , 设置 Bootstrap 


值 为 1000021, FigTree v1.4.0 软件 显示 发 育 树 。 


15 统计 分 析 


| 


基于 SigmaPlot 12.0 软件 采用 三 因素 方差 分 析 对 不 同 组 别 甲 烷 菌 的 丰 度 进行 显著 性 检 
验 ， 甲 烷 菌 丰 度 和 多 样 性 指数 等 数据 结果 表示 为 平均 值 + 标准 误 ，P<0.05 为 差异 显著 。 

2 ”结果 与 分 析 

2. 测序 结果 与 多 样 性 指数 


本 试验 中 9 个 样本 共 获 得 600 352 条 高 质量 甲烷 菌 16S rRNA 基因 序列 ， 每 个 样品 的 平 


均 序 列 数 为 66 705。 以 97% 序 列 相似 性 为 闷 值 ，600 352 个 序列 归 为 111 个 OTU. 1m7 


Hn 


ITI 
[| J 


J 


87 ，” 度 指数 表明 试验 所 得 OTU 代表 了 瘤胃 中 99% 的 甲烷 菌 ， 满 足 后 续 分 析 。3 组 中 丰富 度 指数 


88 (Chaol 指数 ) 和 多 样 性 指数 (Shannon-Wiener 指数 和 Simpson 指数 ) 无 显著 差异 (P>0.05), 


89 1E CS 组 与 CI 组 Shannon-Wiener 指数 和 Simpson 指数 较 OL 组 有 升 高 的 趋势 〈 表 2)。 


90 
91 表 2 高 通 量 测序 数据 概况 
92 Table 2 Summary of high throughput sequencing data 
组 别 每 个 样品 序 ”每 个 样品 履 盖 度 指数 香农 - 威 纳 指数 辛普森 Chao 1 
Groups 列 平 均 数 OTU 平均 Good's coverage Shannon-Wiener index 指数 指数 
Average 数 Simpson Chao 1 
pu sequences Average index index 
per sample OUT per 
sample 
F - OL 69 090 103 0.99 1.04 0.25 120.89 
N CS 60 937 100 0.99 1.56 0.39 126.06 
CI 70 090 103 0.99 2.02 0.51 112.84 
93 同行 数据 肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)， 不 同 小 写字 母 表 示 差 异 显著 (P<0.05)， 不 


94 ” 同 大 写字 母 表 示 差 异 极 显 着 (P<0.01)。 下 表 同 。 
— 95 In the same row, values with no or the same letter superscripts mean no significant difference (P>0.05), while 


96 with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05). The same as below. 


97 22 采 食 不 同 粗 饲料 梅花 鹿 瘤 胃 甲 烷 菌 组 成 


98 111 个 OTU 代表 序列 与 Genbank 数据 库 序 列 进行 Blast 分 析 ， 结 果 如 图 1 所 示 。 结 果 表 


99 ” 明 ， 这 些 序列 归属 为 ， 甲烷 短 杆 菌 属 CMethanobrevibacter spp.), OL 组 、CS 组 与 CI 组 瘤 


100 B 


比例 分 别 为 〈97.80+6.00) 多、(97.10+1.30 ) %、(87.50+5.50) %; 甲烷 球菌 属 


101 CMethanosphaera spp.), OL 组 、CS 组 与 CI 组 瘤胃 中 比例 分 别 为 《2.09+0.51) 96. 


102 (2.60+41.34) 96. (9.4042.45) 96; 甲烷 粒 菌 属 (Methanocorpusculum spp.), OL 组 、CS 组 


103 与 CI AWB rp EE 4 BN C0.0120.01 ) 96. (0.024000) 96. (2.6042.00) 96; 


104  Methanomethylophilus spp., OL 2H. CS 组 与 CI 组 瘤胃 中 比例 分 别 为 〈《0.019%5+0.00) 96. 


105 


106 


107 


108 


109 


110 


111 


112 


113 


114 


115 


116 


117 


118 


119 


120 


121 


122 


123 


(0.10%+0.01) 96. (0.5040.30) %。 甲 烷 短 杆菌 属 序列 在 种 水 平分 类 (463) AE, OL 组 、 


CS 组 和 CI 组 中 分 别 有 63.50+20.00) 96. (37.20420.00) % 和 “(63.00+10.00) 968 OTU 与 


= 


Methanobrevibacter millerae 的 16S rRNA 相似 〈 相 似 性 : 979% ~99%); OL ZH. CS 组 和 CI 


组 分 别 有 (29.40+20.00) 96. (38.80-20.00) % 和 (4.70+3.00) % 的 OTU 与 Methanobrevibacter 


boviskoreani 的 16S rRNA 相似 (相似 性 : 95%~99%); OL 组 、CS 组 和 CI 组 分 别 有 


(4.30+2.00) %、(18.40+10.00) % 和 “(16.80+10.00) % 的 OTU 与 Methanobrevibacter olleyae 
的 16S rRNA 相似 (相似 性 : 97%~98%); OL 组 、CS 组 和 CI 组 分 别 有 (0.200.102 96. 


(1.30+0.90) % 和 (1.40+0.90) % 的 OTU 与 Methanobrevibacter woesei 的 16S rRNA 相似 CAH 


(WE: 95% ~97% ); OL 2H. CS 组 和 CI 组 分 别 有 (0.20+0.09)%、(1.10+0.80)% 和 (1.20+1.00)% 


二 


的 OTU 与 Methanobrevibacter ruminantium 的 16S rRNA 相似 《相似 性 : 97% 一 99% )。 甲 烷 


球菌 属 中 ，OL 组 、CS 组 和 CI 组 分 别 有 (1.7040.50) %、(2.20+1.00) 965 (7.5031.00) 96 


的 OTU 与 Methanosphaera stadtmanae 的 16S rRNA 相似 (相似 性 : 96% ~99%); OL 组 、 


CS 组 和 CI 组 分 另 


m= 


有 (0.39+0.09)%、(0.40+0.30)% 和 (1.90+0.70)% 的 OTU 与 Methanosphaera 


cuniculi 的 16S rRNA 相似 (相似 性 : 95% 一 96 匈 ) 。 甲 烷 粒 菌 属 中 ，OL ZH. CS 组 和 CI 组 分 


c— 


JÆ (0.01020.005) 96. (0.020+40.004) 965 (2.6042.00) % 的 OTU 与 Methanocorpusculum 


labreanum 的 16S rRNA 相似 (相似 性 : 98%). 57h, OL ZA. CS 组 和 CI 组 中 分 别 有 


( 0.010+0.004 ) %. (0.100+40.010 ) 多 和 ( 0.500+0.300 ) % FY OTU 与 Candidatus 


Methanomethylophilus alvus 的 16S rRNA 相似 (相似 性 : 93% ~98%). iH, CI 组 中 


Methanosphaera stadtmanae 相对 丰 度 显著 高 于 OL 组 与 CS 组 (P«0.05). 
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= = Methanobrevibacter millerae 


= Methanobrevibacter boviskoreani 
w= Methanobrevibacter olleyae 

== Methanosphaera stadtmanae 

m= Methanobrevibacter woesei 

== Methanomethylophilus alvus 

ms Methanobrevibacter arboriphilus 
ms Methanobrevibacter ruminantium 
= Methanobrevibacter smithii 

= Methanobrevibacter thaueri 

m= Methanocorpusculum labreanumn 
= Methanosphaera cuniculi 


甲烷 菌 平均 相对 丰 度 分 布 


Fig.l The relative abundance distribution of methanogen on average in the rumen of sika deer in the OL, CS and 


CI groups 


4&3 采 食 不 同 粗 饲料 梅花 鹿 瘤 胃 甲 烷 菌 种 水 平 组 成 


Table 3 Composition of methanogen at species level in the rumen of sika deer fed different forages % 


FAG EE 


Methanogens 


Mbr. millerae 


Mbr. olleyae 


Mbr. boviskoreani 


Msp. stadtmanae 


Mbr. woesei 


Mth. alvus 


OL 


63.50+20.00 


4.30+2.00 


29.40+20.00 


1.70+0.50* 


0.20+0.10 


0.010+0.004 


组 别 Groups 


CS CI 
37.20+20.00 63.00+10.00 
18.40+10.00 16.80+10.00 
38.80+20.00 4.70+3.00 

2.20+1.00* 7.50+1.00° 
1.3040.90 1.40+0.90 
0.100+0.010 0.500+0.300 
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Mbr. arboriphilus 


Mbr. ruminantium 


Mbr. smithii 


Mbr. thaueri 


Msp. cuniculi 


Mrp. labreanumn 


Mbr.-Methanobrevibacter ， 


0.004+0.001 


0.20+0.09 


0.195+0.070 


0.028+0.009 


0.39+0.09 


0.010+0.005 


0.035+0.030 


1.1040.80 


0.339+0.200 


0.051+0.030 


0.40+0.30 


0.020+0.004 


Msp.=Methanosphaera ， 


Mrp.=Methanocorpusculum. 2 同 The same as Fig.2。 
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0.032+0.020 
1.20+1.00 

0.321+0.100 

0.022+0.008 
1.90+0.70 


2.600+2.000 


Mth.-Methanomethylophilus , 


系统 发 育 分 析 ( 图 2) 表 明 ,111 个 OTU RA — KiK.99 个 OTU 5 Methanobrevibacter spp. 


和 Methanosphaera spp. 聚 为 一 复 ， OTU83 和 OTU84 与 Methanomethylophilus alvus 和 


Methanomassiliicoccus luminyensis RJJ — H£; OTUT9 与 Methanocorpusculum labreanum 9& 7 


— fk. 


图 2 


3 讨 ie 


Aquifex pyrophlls 
Methanimicracocous blati rken 
hanosarcin be 

anolobus 


梅花 鹿 瘤 骨 甲 烷 菌 16S rRNA 基因 系统 进化 分 析 
Fig.2 Phylogenetic analysis of methanogen 16S rRNA genes from the rumen of sika deer 


瘤胃 是 自然 界 中 多 样 且 复 杂 的 生态 系统 ， 其 中 栖息 有 大 量 的 细菌 、 甲 烷 菌 、 真 落 、 原 忠 


和 少量 噬菌体 等 。 瘤 胃 微 生物 通过 复杂 的 协同 作 月 
转化 为 挥发 性 脂肪 酸 、 二 氧化 碳 和 氧气 ， 其 中 挥发 性 脂肪 酸 是 宿主 的 主要 能 量 来 源 。 瘤 胃 昌 


将 饲料 中 的 有 机 


聚合 物 降 解 为 单 体 并 最 终 


iL 
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148 ” 烷 菌 能 够 利用 二 氧化 矶 作为 碳 源 , 氧 作为 主要 的 电子 供 体形 成 发 酵 副 产物 一 一 甲烷 。 甲烷 的 
149 ”生成 能 避免 瘤胃 氢气 压强 升 高 而 引起 的 电子 转移 反应 中 微生物 酶 活性 受到 捉 种 


r= 
=, 


,尤其 是 还 原 


150 ”型 辅酶 I 脱氧 酶 NADH) 脱氧 酶 ， 当 NADH 积累 一 定 程度 会 抑制 瘤胃 发 酵 的 正常 进行 ， 
151 ”因此 甲烷 的 生成 能 够 保证 瘤胃 发 醇 系 统 的 有 序 进行 由 。 然 而 ， 甲 烷 的 形成 不 但 会 导致 机 体 
152 ”能 量 的 损失 ， 而 且 会 产生 温室 效应 4。 因此 ， 明 确 瘤 胃 甲 烷 菌 结构 对 于 理解 瘤胃 发 酵 及 调 


153 ” 控 都 具有 重要 意义 。 本 研究 首次 采用 高 通 技 术 深 入 研究 了 采 食 3 种 粗饲料 梅花 鹿 瘤 胃 甲 烷 瑚 
154 ”的 结构 ， 这 一 研究 结果 将 为 调控 梅花 鹿 瘤 骨 甲 烷 生成 ， 减 少 甲 烷 排 放量 提供 依据 。 


155 首先 ， 本 研究 发 现 梅花 鹿 瘤 骨 优 势 甲 烷 菌 为 Methanobrevibacter spp.， 这 与 国内 外 在 其 


156 ”他 草食 动物 ， 如 委内瑞拉 绢 羊 09、 非 洲 野 生 黑 斑 羚 03、 北 美 地 区 荷 斯 坦 牛 0 和 中 国 德 昌 


157 ”水 牛 瘤胃 08! 等 上 的 研究 结果 一 致 ， 表 明 Methanobrevibacter spp. 在 草食 动物 前 肠 甲烷 形成 中 


158 ”起 重要 作用 。 其 次 ， 本 研究 证 明 Methanobrevibacter millerae 是 梅花 鹿 冶 胃 优 势 甲烷 菌 ， 这 
159 ”与 鹿 科 动物 矮 庵 的 研究 结果 中 相同 ,但 与 牛 科 反 铂 动物 却 有 一 定 差异 ， 比 如 ， 委 内 瑞 拉 绵羊 


160 ”瘤胃 主要 甲烷 菌 是 Methanobrevibacter gottschalkiit41， 北 美 荷 斯 坦 牛 1467 与 挪威 驯鹿 瘤胃 [9 


161 优势 甲烷 菌 是 Methanobrevibacter ruminantium, EJ BEzK4F-D01,. cp Es| E 38 1e J5 5 AER EE 1-383 Bj 


162 POA AHA C fe (RCC) 最 丰富 ， 这 些 共性 与 差异 性 说 明 宿主 特异 性 可 能 对 瘤胃 甲烷 菌 的 


163 ”种 水 平 有 显著 影响 ,已 有 研究 表明 甲烷 菌 的 发 育 型 或 菌株 型 在 影响 癌 胃 甲烷 生成 量 方面 可 能 
GO 164 ， 起 着 更 为 重要 的 作用 P2， 然 而 ， 瘤 胃 甲 烷 产 量 又 受到 细菌 型 9 及 瘤胃 体积 大 小 2 的 影响 。 
.三 。 165 因此， 这 提示 我 们 瘤胃 甲烷 产量 的 调控 可 能 需要 基于 瘤 骨 微 生 态 和 宿主 多 角度 考虑 。 


166 Methanobrevibacter millerae 是 一 种 能 够 以 氧气 或 甲酸 作为 电子 供 体 还 原 二 氧化 碳 生 成 甲烷 


167 ”的 甲烷 落叶， 而 梅花 鹿 与 矮 鹿 瘤胃 优势 细菌 Prevotella spp. 是 一 类 通过 琥珀 酸 或 丙烯 酸 途 径 


168 ”利用 氧气 生成 丙 酸 的 细菌 R89I。 这 说 明 瘤 胃 内 氧气 流转 代谢 可 能 是 影响 Methanobrevibacter 


169 ”millerae 丰 度 的 一 个 重要 因素 。 有 关 Prevotella spp. 与 Methanobrevibacter millerae 之 间 的 关 


170 ALAR AWE. RCC 是 一 类 与 Methanomassiliicoccus luminyensis 和 Candidatus 
， 它 们 在 瘤胃 中 的 比例 大 约 为 15.8%, KEA 
172 ” 甲 胺 类 化 合 物 或 甲醇 为 底 物 生成 甲烷 , 但 不 能 利用 二 氧化 碳 , 而 且 是 调控 反刍 动物 甲烷 产量 
173 ”的 目标 甲烷 菌 27-31。RCC 在 梅花 鹿 瘤 胃 的 丰 度 不 足 1% 表 明 梅 花 鹿 瘤胃 甲烷 产量 可 能 较 低 。 


B 


171  Methanomethylophilus alvus 相似 性 低 的 甲烷 


174 其 次 ， 本 研究 发 现 粗 饲料 种 类 显著 影响 梅花 鹿 瘤 胃 甲 烷 菌 结构 。OL 组 Methanosphaera 
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200 


201 


spp. Methanobrevibacter olleyae 丰 度 低 于 CS 组 和 CI 组 ， 这 可 能 与 株 树 叶 中 含有 单 守 ( 含 


由 


量 : 98 mg/kg) 有 关 。 研 究 发 现 瘤胃 茶 些 甲烷 戎 对 单 宁 比较 敏感 ， 而 且 单 宁 对 产 甲烷 戎 生长 


所 需 的 酶 具有 抑制 作用 。 男 


复合 物 或 与 细胞 结合 性 胞 外 酶 发 生 反应 抑 于 


外 , 饲 粮 中 的 单 宁 不 但 可 与 瘤胃 内 细菌 细胞 壁 的 碳水 化 合 物 形成 
和 蛋白质 降 解 菌 的 生长 , 而 且 能 够 与 饲 粮 中 蛋白质 


一 


成 复合 物 从 而 降低 蛋白 质 的 降解 外， 这 也 与 我 们 前 期 研究 发 现 采 食 富 含 单 宁 析 树叶 梅花 


鹿 瘤 角 异 丁 酸 和 异 戊 酸 售 量 降低 的 结果 一 致 。 由 于 Methanosphaera spp. 利 用 甲醇 和 氧气 生 


成 甲烷 , 不 能 单独 利用 二 氧 


化 碳 或 甲酸 B0， 而 Methanobrevibacter olleyae 利用 氧气 或 甲酸 还 


原 二 氧化 碳 生 成 甲烷 P99， 而 且 不 同 甲烷 菌 生长 所 需 的 氧气 阐 值 也 有 所 差异 BU。 这 表明 饲 粮 


在 瘤胃 降解 过 程 中 产生 的 氧气 可 能 是 影响 甲烷 菌 组 成 的 一 个 重要 方面 。 此 外 ， 本 试验 中 CI 


组 Methanobrevibacter boviskoreani 相对 丰 度 低 于 CS 组 。 研 究 发 现 Methanobrevibacter 


boviskoreani 是 一 种 利用 氧气 或 甲酸 产生 甲烷 的 甲烷 菌 , 其 适宜 生长 pH 为 6.57.0021, Bld 


等 3] 发 现 玉 米 秸秆 经 过 青贮 发 酵 后 乳 杆菌 目 


著 下 降 到 3.8。 因 此 ，CI 组 


4 结 论 


本 研究 发 现 Methanobrevibacter spp. 是 梅花 鹿 瘤 胃 优 势 甲烷 菌 。 
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Comparative Analysis of Methanogen Community in Rumen of Sika Deer (Cervus nippon) under 
Different Forages 
LIZhipeng LIU Hanlu SIHuazhe BAOKun LIGuangyu? 
(Department of Speical Animal Nutrition and Feed, Insitute of Special Animal and Plant Sciences 
of Chinese Academy of Agricultural Sciences, Changchun 130112, China) 

Abstract: The objective of present study was to compare the methanogen community in the rumen 
of sika deer (Cervus nippon) fed three common forages using the high throughput sequencing 
technology. Three 2-year-old male adult Sika deers with permanent ruminal cannulas were used as 
experimental animal in a 3X3 Latin square design, and their fed diets with oak with leaf (OL 
group), corn stover (CS group) and corn silage (CI group) as main forage, respectively. After one 
week of adaption to the diets, sika deer received each diet for 4 weeks. The primers A519F and 
A976R were used to amplify the V3 to V4 regions of the methanogen 16S rRNA gene. The 
amplicon was then sequenced on the Illumina MiSeq PE250 platform. The results showed as 
follows: a total of 600 352 high quality methanogen 16S rRNA gene sequences were obtained 
from 9 samples. These sequences were classified into 111 operational taxonomic units (OTU) 
based on 97% sequence similarity. Good's coverage showed that 9996 of the methanogen species 
were represented in any given rumen sample. The results of taxonomic analysis showed that 
Methanobrevibacter spp. [OL group: (97.80+46.00) 96; CS group: (97.10+1.50) 96; CI group: 

(87.5045.50) 96] was the dominant methanogen in the rumen of sika deer. However, the 
distribution of methanogen at species level was different among the three groups. The relative 
abundance of Methanosphaera stadtmanae in the CI group was significantly higher than that in 
the OL and CS groups (P«0.05). The relative abundance of Methanobrevibacter millerae was 
increased in the OL and CI groups compared with the CS group (P>0.05). The relative abundance 


of Methanobrevibacter boviskoreani in the OL and CS groups was higher than that in the CI group 
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(P>0.05). While, the relative abundance of Methanobrevibacter olleyae in the CS and CI groups 
was increased compared with the OL group (P>0.05). These results suggest that 
Methanobrevibacter spp. is the dominant methanogen in rumen of sika deer. 
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